多发性骨髓瘤（MM）是血液科常见的恶性肿瘤，其临床表现及预后有高度的异质性。细胞遗传学检查在预后分层中具有重要作用，荧光原位杂交技术（FISH）已作为必查项目在2013年NCCN指南中被推荐，del（17p）、t（14; 16）及t（14; 20）等是国际公认的不良预后因素[@b1]。但临床工作中仍需要易操作、技术稳定的指标作为补充协助评估预后。近年来的研究显示，免疫表型不同的各MM细胞亚群，其增殖能力和药物敏感性也迥异，临床表现也各不相同，可应用于MM的预后评估[@b2]。

CD45是单链跨膜糖蛋白，属于蛋白酪氨酸磷酸酶家族成员。研究显示CD45主要存在于浆细胞的早期阶段，随着浆细胞的成熟表达减少。典型MM患者的浆细胞CD45呈阴性，但仍有少部分MM患者浆细胞CD45阳性，这两群细胞存在明显的生物学差异[@b3]，有研究认为CD45阳性是新诊断MM患者预后不良的独立预测因子[@b4]。不同研究中CD45^+^ MM患者的比例差异明显（20.0%\~68.5%）[@b4]--[@b8]，且目前尚无研究探讨CD45的表达与中国MM人群预后的相关性。我们总结了单中心130例初诊MM患者的临床资料，对CD45的表达进行分析，评估CD45的表达与MM患者的临床指标、预后间的关系。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：2010年1月至2017年1月河南省人民医院血液科收治的初诊MM患者130例，其中男性74例，女性56例，中位年龄65（41\~85）岁。所有患者均符合2014年国际骨髓瘤工作组（IMWG）的诊断标准。采集资料包括患者的一般特征（性别、年龄）、血常规、血生化、免疫球蛋白水平、β~2~微球蛋白（β~2~-MG）水平、游离轻链类型、乳酸脱氢酶（LDH）、有无溶骨性破坏、骨髓中浆细胞比例、浆细胞免疫表型及比例等。

2．流式细胞术（FCM）检测细胞免疫表型：采用EDTA抗凝管采集MM患者的骨髓液3 ml，抗体为鼠抗人单克隆抗体CD45、CD38、CD138、CD19、CD56、CD20、κ、λ。用鼠IgG1抗体作为阴性对照。采用流式细胞仪（美国BD公司FACSCalibur、FACSCanto Ⅱ）进行检测，每例标本采集50 000个细胞。通过CD45/SSC对骨髓细胞进行分群，CD38/CD138圈定浆细胞群，根据CD19、CD56的表达情况圈定正常浆细胞和异常浆细胞，CD19阴性被认为是异常浆细胞，并分析异常浆细胞表面CD45抗原表达情况，Kumar等[@b3]的研究显示，预后不良的CD45^+^克隆性浆细胞比值的临界值为20%（AUC为0.63，敏感性53%，特异性80%），因此本研究将CD45表达阳性率≥20%界定为表达阳性。

3．化疗方案及疗效评价：130例MM患者均入院接受治疗，化疗方案主要是以硼替佐米为基础的联合方案，少数患者应用长春新碱+阿霉素+地塞米松（VAD）方案。年龄≤65岁且适合自体造血干细胞移植者予PAD（硼替佐米+阿霉素+地塞米松）或PCD（硼替佐米+环磷酰胺+地塞米松）方案化疗。部分高龄患者根据患者的耐受性予药物减量。因接受自体造血干细胞移植的患者数量少，本研究未纳入造血干细胞移植对疗效的影响。无移植计划的患者化疗4\~8个周期，随后进入维持治疗（来那度胺+地塞米松，沙利度胺+地塞米松或硼替佐米单药），4个疗程的化疗结束后参照中国多发性骨髓瘤诊治指南（2017年修订版）[@b9]进行疗效评估。疗效分为：严格意义上的完全缓解（sCR）、完全缓解（CR）、非常好的部分缓解（VGPR）、部分缓解（PR）、微小缓解（MR）、疾病稳定（SD）、疾病进展（PD）。客观缓解率（ORR）为sCR、CR、VGPR、PR率的总和。

4．随访：随访截止日期为2017年6月30日。中位随访时间33（6\~78）个月。10例患者失访，其中CD45^+^组3例，CD45^−^组7例。失访病例以末次明确存活时间处理，末次随访仍存活者按截尾数据处理。生存指标：总体生存（OS）时间为自确诊之日至死亡或末次随访时间。无进展生存（PFS）时间为自确诊之日至疾病发生进展或死亡的时间。

5．统计学处理：采用SPSS 19.0软件进行统计学分析，计数资料采用卡方检验。Kaplan-Meier法绘制生存曲线，Log-rank检验用于估计单个危险因素的生存差异，预后因素分析采用Cox风险模型。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．MM患者一般临床特征：ISS分期Ⅰ或Ⅱ期患者91例（70%），Ⅲ期患者39例（30%）；骨髓浆细胞比例≥30%的患者43例（33.1%），\<30%的患者87例（66.9%）；血肌酐水平\<176.8 µmol/L的患者42例（32.3%），≥176.8 µmol/L者88例（67.7%）。IgG型患者62例（47.7%），IgA型24例（18.5%），IgD型8例（6.2%），IgM型2例（1.5%），轻链型32例（24.6%），不分泌型2例（1.5%）。接受硼替佐米为基础方案的患者108例（83.1%），接受VAD为基础方案的患者22例（16.9%）。

2．MM患者CD45免疫表型与临床特征的相关性分析：将患者年龄、性别、ISS分期、血肌酐水平、骨髓浆细胞比例、β~2~-MG、LDH、血红蛋白、血清钙等指标纳入相关性分析。结果显示，CD45表达情况与骨髓浆细胞比例≥30%（*P*=0.002）、血肌酐≥ 176.8 µmo/L（*P*=0.006）、LDH ≥ 220 IU/L（*P*=0.021）呈正相关（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### CD45表达与多发性骨髓瘤患者临床特征的相关性分析

  临床特征                 CD45表达［例（%）］     *P*值     
  ----------------------- --------------------- ------------ -------
  性别（例，男/女）                                           0.621
   男                          20（60.6）        54（55.7）  
   女                          13（39.4）        43（44.3）  
  年龄                                                        0.474
   ≥60岁                       16（48.5）        54（55.7）  
   \<60岁                      17（51.5）        43（44.3）  
  ISS分期                                                     0.173
   Ⅰ/Ⅱ期                       20（60.6）        71（73.2）  
   Ⅲ期                         13（39.4）        26（26.8）  
  骨髓浆细胞比例                                              0.002
   ≥30%                        18（54.5）        25（25.8）  
   \<30%                       15（45.5）        72（74.2）  
  血红蛋白                                                    0.402
   ≥100 g/L                    11（33.3）        25（25.8）  
   \<100 g/L                   22（66.7）        72（74.2）  
  血肌酐                                                      0.006
   ≥176.8 µmol/L               17（51.5）        25（25.8）  
   \<176.8 µmol/L              16（48.5）        72（74.2）  
  血清钙                                                      0.753
   ≥2.75 mmol/L                 5（15.2）        17（17.5）  
   \<2.75 mmol/L               27（81.8）        80（82.5）  
  β~2~微球蛋白                                                0.191
   ≥55 mg/L                    13（39.4）        51（52.6）  
   \<55 mg/L                   20（60.6）        46（47.4）  
  LDH                                                         0.021
   ≥220 IU/L                   23（69.7）        45（46.4）  
   \<220 IU/L                  10（30.3）        52（53.6）  
  免疫分型                                                    0.318
   IgG型                       13（39.4）        49（50.5）  
   IgA型                        6（18.2）        18（18.6）  
   IgD型                        3（9.1）          5（5.2）   
   IgM型                        2（6.1）          0（0.0）   
   轻链型                       8（24.2）        24（24.7）  
   不分泌型                     1（3.0）          1（1.0）   
  一线治疗方案                                                0.753
   硼替佐米为基础的方案        28（84.8）        80（82.5）  
   VAD为基础的方案              5（15.2）        17（17.5）  

注：ISS：多发性骨髓瘤国际分期系统；LDH：乳酸脱氢酶；VAD：长春新碱+阿霉素+地塞米松

3．MM患者CD45免疫表型与疗效的关系：4个疗程化疗结束后评估疗效，采用*χ*^2^检验比较指标与疗效的关系。结果显示，CD45^+^组ORR为33.33%，CD45^−^组ORR为64.95%，差异有统计学意义（*P*=0.002）。以硼替佐米为基础治疗方案的108例患者中，CD45^+^组的ORR（35.71%）仍显著低于CD45^−^组（66.25%）（*P*=0.005）。

4．生存分析：130例MM患者的中位PFS时间为33.3（95%*CI* 6.0\~69.0）个月，中位OS时间为36.3（95%*CI* 6.0\~78.0）个月。CD45^+^组与CD45^−^组的中位PFS时间分别为29.8（95%*CI* 10.0\~59.0）个月和34.5（95%*CI* 6.0\~69.0）个月，差异有统计学意义（*χ*^2^=14.59，*P*\<0.001），中位OS时间分别为32.5（95%*CI* 10.0\~68.0）个月和37.6（95%*CI* 6.0\~78.0）个月，差异有统计学意义（*χ*^2^=11.42，*P*=0.001）（[图1A、1B](#figure1){ref-type="fig"}）。108例以硼替佐米为基础方案的MM患者中，CD45^+^组与CD45^−^组的中位PFS时间分别为30.3（95%*CI* 10.0\~59.0）个月和36.3（95%*CI* 6.0\~69.0）个月，差异有统计学意义（*χ*^2^=14.75，*P*=0.001）；中位OS时间分别为34.0（95%*CI* 10.0\~68.0）个月和39.5（95%*CI* 6.0\~78.0）个月，差异有统计学意义（*χ*^2^=10.62，*P*=0.001）（[图2A、2B](#figure2){ref-type="fig"}）。

![CD45表达对初诊多发性骨髓瘤患者无进展生存率（A）和总生存率（B）的影响](cjh-40-09-744-g001){#figure1}

![CD45表达对以硼替佐米为基础方案的初诊多发性骨髓瘤患者无进展生存率（A）和总生存率（B）的影响](cjh-40-09-744-g002){#figure2}

5．预后影响因素分析：单因素Cox回归分析结果显示ISS Ⅲ期（*χ*^2^=10.433，*P*=0.001）、血肌酐≥176.8 µmol/L（*χ*^2^=34.040，*P*\<0.001）、CD45阳性（*χ*^2^=11.416，*P*=0.001）、LDH ≥ 220 IU/L（*χ*^2^=13.790，*P*=0.002）与初诊MM患者预后不良显著相关。进一步将上述变量纳入Cox风险回归模型进行多变量分析，结果显示，血肌酐≥176.8 µmol/L、CD45阳性、LDH≥220 IU/L是独立于其他临床指标的预后危险因素（*P*值分别为0.001、0.008、0.015）。LDH ≥ 220 IU/L者的不良预后风险是低LDH水平者的1.308倍（95%*CI* 1.160\~2.417）（*P*=0.001）；CD45阳性者的不良预后风险是CD45阴性者的1.330倍（95%*CI* 1.067\~1.804）（*P*=0.008）；血肌酐≥176.8 µmol/L者的不良预后风险是血肌酐\<176.8 µmol/L者的2.723倍（95%*CI* 1.744\~6.723）（*P*=0.015）。

讨论 {#s3}
====

目前临床上用于预测MM患者预后的指标主要包括特异性细胞遗传学异常\[如t（4；14），t（11；14），17q−等\]、国际分期系统（ISS）、血清游离轻链比（sFLCR）和LDH。新药时代的多项研究显示，传统的预后指标对患者预后的预测价值在减小[@b10]--[@b11]。不同的单中心研究结果均得出将免疫表型分析纳入MM患者的常规诊断评估能够协助识别高进展风险的患者[@b7],[@b12]。新近发表的PETHEMA/GEM研究分析了参加GEM2000、GEM2005MENOS65、GEM2005MAS65和GEM2010MAS65方案的1 265例初诊MM患者，发现CD19^+^CD27^−^CD38^low^ CD45^+^CD81^+^CD117^−^和CD138^low^表达预示生存较差，肿瘤细胞的免疫表型可提供额外的预后信息，作为预测预后的有益补充[@b13]。

CD45是一种受体型蛋白酪氨酸磷酸酶，表达在除红细胞和血小板以外的所有造血细胞上。在正常情况下，不成熟的浆细胞表达高水平的CD45，在浆细胞的分化发育中，CD45的表达逐渐下调。研究发现与CD45阴性的骨髓瘤克隆相比，CD45阳性骨髓瘤克隆是主要的增殖部分，且其增殖与CD45的表达平行[@b14]。

非常有趣的是，2005年前后的临床研究发现CD45阳性MM患者所占比例分别为44%和68.5%，且CD45阳性MM患者的预后更佳[@b8],[@b15]；而近期的多项临床研究显示CD45阳性MM患者的比例分别为28%、23%和35%，且CD45阳性MM患者的预后更差[@b4],[@b7],[@b12]。对比上述研究发现，近期研究中CD45阳性MM患者的比例较前期研究明显降低，原因可能是前期研究采用3色或4色流式细胞仪，对CD45、CD38和CD138进行检测，缺乏CD19的设门可能导致分析中包含非克隆性浆细胞。而近期的研究多采用4色或8色流式细胞仪，并采用SSC、CD38、CD138、CD19和CD45联合设门，从而对骨髓瘤细胞进行了更加准确的分组。检测手段导致的分组偏差可能是CD45作为预后因素在不同时期研究结论相互矛盾的原因之一。本研究采用4色流式细胞分析仪，通过联合设门，检测分析130例初诊MM患者，检测到CD45阳性MM患者的比例为25.38%，与近期的研究结果类似。

疗效分析显示，CD45阳性组的ORR率明显低于CD45阴性组。以硼替佐米为主要化疗方案的亚组分析显示，CD45阳性组的ORR仍远低于CD45阴性组，提示硼替佐米对CD45阳性MM患者的疗效欠佳。相关的基础研究认为IL-6仅能增强CD45阳性骨髓瘤细胞的增殖，CD45阳性骨髓瘤细胞不依赖于IL-6的src家族激酶活化[@b16]。CD45阳性骨髓瘤细胞与更高水平的STAT3和（或）STAT5活性相关。CD45阳性骨髓瘤细胞表现出与JAK-STAT途径相关的高水平活性，且CD45阳性可能与对硼替佐米反应不佳相关[@b17]。这也从一定程度上解释了CD45阳性MM患者对以硼替佐米为主化疗方案的反应率仍远低于CD45阴性MM患者。

目前临床上常用的独立预后指标包括LDH、血肌酐、β~2~-MG水平和特定遗传学异常。因本研究纳入的部分早期患者行FISH检测时并未进行CD138^+^细胞筛选，阴性结果比例明显升高，结果并不可靠，可用于分析的病例数较少，因此本研究仅纳入LDH、血肌酐、β~2~-MG等传统预后因素和CD45的表达进行相关性分析，发现CD45阳性与多项反映肿瘤负荷及预后的指标\[骨髓浆细胞比例≥ 30%（*P*=0.002）、血肌酐≥176.8 µmo/L（*P*=0.006）、LDH ≥ 220 IU/L（*P*=0.021）\]呈正相关。本中心正在进行遗传学异常与CD45表达相关性的研究。

生存分析的数据表明，骨髓瘤细胞CD45表达阳性是影响PFS和OS的不良预后因素。硼替佐米的应用也不能克服CD45阳性MM患者的不良预后。Cox预后风险模型分析的结果也证实CD45阳性是独立于其他临床指标的不良预后因素。一些研究证据表明，具有IL-6活化的JAK/STAT3途径的CD45阳性骨髓瘤细胞对Hsp-90抑制剂敏感[@b18]，新型的JAK-2抑制剂TG101209对CD45阳性骨髓瘤细胞的细胞毒性和抗增殖活性更强[@b19]。

本研究的结果提示，对于MM患者需要采用多色流式细胞术联合精确设门圈定出异常的浆细胞群，并常规分析CD45的表达情况。CD45阳性的MM患者预后较差，且对硼替佐米的治疗反应不佳。应用Hsp-90抑制剂或JAK2抑制剂有望提高此类患者的疗效。CD45的表达有望成为预测MM患者预后及硼替佐米敏感性的潜在新途径。
